Jihoteska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Prirodovédecka fakulta

Produkce rekombinantnich proteaz parazita Schistosoma mansoni

Bakalatska prace

Iveta Cervenkova

Skolitel: Jan Dvotak, Ph.D.

Ceské Bud&jovice 2012



Cervenkova 1., 2012: Produkce rekombinantnich protedz parazita Schistosoma mansnoni.
[Production of Schistosoma mansoni recombinant proteases. Bc. Thesis, in Czech.] — 32 p.,

Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Budg&jovice, Czech Republic.

Annotation: Some of Schistosoma mansoni proteolytic enzymes may have role in host—
parasite interactions. Main aim of this thesis is focused on a recombinant expression of two,
not yet characterized schistosoma serine proteases under GeneDB idenitification number
Smp_141450 and Smp_103680. Several expression system have been tested in order to
produce these proteolytic enzymes — Escherichiacoli (BL21), E.coli (SHuffle) and
Kluyveromyces lactis.

Prohlasuji, Ze svoji bakaldfskou praci jsem vypracoval/a samostatné pouze s pouzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své bakaldiské prace, a to v nezkracené podobé — v pravé vzniklé vypusSténim
vyznacenych ¢asti archivovanych Ptirodovédeckou fakultou — elektronickou cestou ve vetejné
piistupné &asti databaze STAG provozované JihoGeskou univerzitou v Ceskych Budéjovicich
na jejich internetovych strankéch, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému
textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéZ elektronickou cestou byly v
souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvefejnény posudky Skolitele a
oponentii prace i zaznam o priubéhu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databézi kvalifikacnich praci Theses.cz
provozovanou Narodnim registrem vysokoSkolskych kvalifika¢nich praci a systémem na

odhalovani plagiata.

(Podpis)



Podékovani

Rada bych podé¢kovala svému Skoliteli Janu Dvotdkovi, Ph. D. za odborné¢ vedeni mé
prace. Dale bych rada podékovala RNDr. Danu Sojkovi, Ph. D. a Bc. Davidu Opavskému za

praktické rady a pomoc pii provadéni experimentd.



Lo UVOQ.citie e 1
1.1. Piehled zéastupcti Celedi SchistosOmMatidac .........covvveiiiiiiiiieiiiie e 1
1.2.  Schistosoma mansoni — taxonomické zafazeni .............cccevvviririiiinineii e 2
1.3. Biologicka charakteristika a vyvojovy cyklus S. Mansoni..........ccccceeeveninineniniienennen, 2
1.4. Interakce parazita s definitivnim hostitelem .............ccoceriiiiiiiiieic e, 4
1.5, Charakteristika PrOtEAZ. .......uiviiiiiiiiiiiicit e 7
2. CHLE PIACE ..ottt b et 10
3. Materidly @ MELOAY ....voveiieeiiiiiiiese e 11
3.1.  Izolace genetick€ho MateTidlt..........ccveiuiiiiiiiiici e 11
3.2. Amplifikace DNA pomoci PCR.........cccoiiiiiiiiiiicc e 11
3.3.  Zaklonovani do expresnich vektorti (plazmidll) a sekvenace ..........c.ccocvvvveiiniineennnn, 13
3.3. 1. E.COlE (PET 100) .eieiteiiieiieiieieie ettt bbbt 13
3.3.2.  ANOLACE SEKVENCT ....veiiiiiiiii ittt ettt snee s 13
3.3.3. KL IACHS (PKLAC2) ...t 14
3.4, EXPIESNT SYSTEIMY ...utiiitiiiiieiie ittt ettt ettt sie e e b e e et n e e nne e neennne s 14
TR T T o] (-1 PO RUPR PP 14
3.5.1.  EXPrese V E.COlIl (BL21) ..ottt st 14
3.5.2.  Exprese VE. COli SHUFFIE ..o, 15
3.5.3.  EXPreSe V K. TACHIS .....eiiviiieieic ettt 15
3.6,  Meéfeni aktivity NZYMU .....ccooiiiiiiiiiiieiic e 15
3.7.  SDS-PAGE €leKtrofor€za........c.cociuiiiiiiiiiiiiiieee et 16
3.8, Purifikace proteinll ..........ccociiiiiiiiiiieii s 16
A, VYSIEAKY oot 18
AL, SEBKVEINCE......eiiiieiet ettt 18
4.2, VYhOANOCENT EXPIESE ...vvervireiiietiiiiesiee sttt ettt ettt et sbe e sbe b sneennees 20
421, E.COIIEBL2L....oo bbbt 20
4.2.2.  Aktivita enzymi exprimovanych v E. coli SHuffle a K. lactis ..........cc.ccoovvviiiinnen, 21
4.3.  SDS-PAGE €leKtroforéza.........ccccooueiiiiiiiiiiiiiie et 21
5. DHSKUZE ... 22
B.  ZZAVET. 1.eeiieii ittt ettt Rttt R e bt e Rt e E e e Rt e et e e Ree e beenreeanbeenree s 24

A o | (o] -SSR 25



1. Uvod

1.1. Piehled zastupcii ¢eledi Schistosomatidae

Celed” Schistosomatidae tvoii pfiblizné sto druhi, které jsou zafazeny do 14 rodd
(Khalil, 2002, cit. dle Lockyer et al., 2003). Rozd¢€lni rodu Schistosoma, ktery jako jediny
z Celedi parazituje u ¢lovéka, je zalozeno na morfologii vajec, druhu mezihostitele, rozsifeni
a genetickém zakladu. Tyto aspekty rozd€luji rod do 4 skupin (Rollinson and
Southgate, 1987, Lockyer et al., 2003).

Prvni skupinu reprezentuje Schistosoma mansoni, jejiz hrot na vaji¢ku je umistén
lateraln¢ a jejimz hostitelem je Biomphalaria (Planorbidae) (Lockyer et al., 2003). Vyskytuje
se v Africe, Jizni Americe a Karibiku. Do skupiny k S. mansoni fadime také S. rodhaini
parazitujici u hlodavct a S. edwardiense a S. hippopotami, jejichz hostitelem jsou hrosi.

Druhou skupinu ptedstavuje africky druh S. haematobium, ta ma hrot na vajicku
umistén terminalné, na konci, a jejim mezihostitelem jsou plzi rodu Bulinus (Planorbidae).
Radime k ni je$té dalsi zastupce, napf. S. intercalatum, je téZ parazitem ¢lovéka a parazity
dobytka a ovci — S. bovis, S. mattheei a S. curassoni (Lockyer et al., 2003).

Treti skupina zahrnuje S. japonicum (Lockyer et al., 2003). Jeji vajicka jsou kulata
pouze s nepatrnym hrotem a je rozsifena po vychodni Asii. Radi se k ni i dalsi asijské druhy
— S.sinesium, S. mekongi, S. malayensis a S. ovuncatum. S. mekongi i S. japonicum jsou
paraziti lidi.

Ctvrta skupina se vyskytuje predevs§im v Indii, hlavnim zastupcem je S.indicum,
k nému fadime i S. incognitum a S. spindale a S. nasale (Lockyer et al., 2003). Morfologie
vajic¢ek zastupcu této skupiny se ruzni. (Rollinson and Southgate, 1987).

Biogeografické rozsiteni skupin a ptivod rodu Schistosoma se vysvétluje dle tzv. asijské
hypotézy tj., ze se ptvodni pfedek nachazel v Asii (Morgan et al., 2001, cit. dle Lockyer et
al., 2003). Do Afriky byla Schistosoma rozsitena pii velké migraci savct pred 12—19 miliony
lety. Pfedek, ktery zlstal v Asii se rozriznil na druhy, které zahrnujeme do skupiny
k S .japonicum. Africka linie divergovala do piedstaviteld skupin S. haematobium a
S. mansoni. Skupina S. indicum migrovala zpét do Indie, pravdépodobné s piivodnimi lidmi
a savci. S. mansoni se béhem obchodu s otroky rozsitfila i do Jizni Ameriky (Després et
al., 1993, cit. dle Lockyer et al., 2003).

Kromé rodu Schistosoma zahrnuje ¢eled” Schistosomatide i dalsi rody, které parazituji

na savcich a ptacich. Konkrétné se jedna o rody Schistosomatium, Heterobilharzia,



Dendritobilharzia, Giantobilharzia, Trichobilharzia, Bilharziella, Ornithobilharzia a
Austrobilharzia (Lockyer et al., 2003).

1.2. Schistosoma mansoni — taxonomické zafazeni

Krevnic¢ka stievni (Schistosoma mansoni) je paraziticky organismus ze téidy Trematoda
— motolice. Jedna se o lidskou krevni motolici z ¢eledi Schistosomatidae (fad Strigeidida).
Taxonomické zafazeni S.mansoni je Vtabulce I Celed” Schistosomatidae zahrnuje
predevsim parazity ptakl a savct.

Tab. I.: Taxonomické zaiazeni rodu Schistosoma (Despommier and Karapelou, 1987).

Taxon | Latinsky ndzev | Cesky nazev

Rise Animalia 7ivoc¢ichové

Kmen Platyhelminthes | plosténci

Ttida Trematoda motolice

Podtiida | Digenea dvourodi

Rad Strigeidida

Celed | Schistosomatidae

Rod Schistosoma krevni¢ka

1.3. Biologicka charakteristika a vyvojovy cyklus S. mansoni

Na rozdil od vétSiny motolic jsou krevnicky gonochoristé. Dospélé motolice mayji
valcovité télo, které doriistda délky 7-20 mm a na koncich je opatfeno piisavkami. T¢lo je
kryto tegumentem®, travici soustava je typicka pro protostomata a ma slepé zakondeni. Delsi
a tenc¢i samice je ulozena v ryze na téle vétsiho a SirSiho samce — v tzv. canalis gynecophorus
(McManus and Loukas, 2008).

Infekce definitivniho hostitele za¢ind pii kontaktu s vodnim prostfedim, kde se vyskytuji
volné se pohybujici infekéni larvy cerkérie. Cerkarie vyuziva proteolytickych enzymi pii
pruniku kazi definitivniho hostitele (v ptipadé S. mansoni — ¢lovéka). Cerkarie pii priniku
ztrati ocasek a vstupuje do kapilar, nebo lymfatickych cév, kterymi postupuje déle do plic.
Mladi Cervi — schistosomuly po nékolika dnech migruji do portalniho zilniho systému, kde
dospivaji a paruji se. Par se pak piesouva do cév mezenteria (McManus and Loukas, 2008).

Produkce vajicek zacina 4-6 tydnl po nakazeni a pokracuje po cely Zivot parazita, coz

muze byt patnact i vice let. Samice produkuje stovky vajec denné, ktera klade do

! Tegument neboli neodermis je pokryv téla skladajici se ze dvou lipidovych dvouvrstev misto jedné. Slouzi
jako ochranna adaptace v nepratelském prostredi krve. (Brant and Loker, 2005)



mezenterickych zil (McManus and Loukas, 2008). Pomoci ostrého hrotu vejce prostupuji
skrz tkan¢ hostitele do stfeva a tim stimuluji zanétlivy proces.(Abdulla et al., 2011)

Priniku napomaha i fyziologie hostitele — krevni tlak a peristaltika (Rollinson and
Southgate, 1987). Piitomnost vajicek ve tkani a nasledna imunitni odpovéd’ je zodpovédna
za vzniklou patologii. (McManus and Loukas, 2008). Vajicko se v téle hostitele vyviji
priblizné Sest dni, zrald vajicka odchézeji z t¢la hostitele stolici. Ve vnéjsim prostiedi ¢ekaji
na ptihodné podminky k lihnuti — hlavnimi faktory jsou teplota, svétlo a osmoticky tlak.
Lihnuti je ¢isté fyzikalni proces, kdy voda pronika do vakuol vajicka a tlak turgoru zptsobi
prasknuti skotapky (Rollinson and Southgate, 1987).

Prvni larvalni stadium — miracidium infikuje mezihostitele, kterym je sladkovodni plz
(u S. mansoni je to rod Biomphalaria). Po dvou generacich sporocyst (mateiské a dcefiné)
plze opousti pohybliva cerkarie vznikld asexudlné. Tim se cyklus (Obr. 1) uzavird

(MacManus and Loukas, 2008).
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Obr.1: Zivotni cyklus S.mansoni. (Zdroj: CDC, dostupné online na:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Schistosomiasis.htm).



1.4. Interakce parazita s definitivnim hostitelem

Interakce mezi parazitem a definitivnim hostitelem probihaji na riznych trovnich.
S definitivnim hostitelem interaguje jako prvni cerkarie. Jednd se o pohyblivé pozitivné
fototropické stadium, které do hostitele penetruje skrz kizi. K nalezeni definitivniho
hostitele vyuziva termalniho gradientu a dalSich, pfedev§sim chemickych signala. Takovymi
chemickymi signdly jsou stfedné dlouhé mastné kyseliny, napft. kyselina linoleova, nalézajici
se na povrchu kuze hostitele (McKerrow and Salter, 2002). Dalsi biomolekuly jsou
mukopolysacharidy, které cerkarii pomahaji k piichyceni k povrchu kuze definitivniho
hostitele. Cerkarie pronika kazi hostitele, k ¢emuz ji pomahaji sekrety (enzymy a dalsi
biomolekuly) z acetabularnich zlaz (McKerrow and Salter, 2002).

Samotny prinik cerkérie skrz dermis je usnadiiovan proteolytickymi enzymy (viz dale,
McKerrow and Salter, 2002). Jednim z téchto enzymu je u S. mansoni cerkariova elastaza.
Ta degraduje makromolekuly, mezi které patii i proteiny pokozky — keratin, elastiny,
kolageny.(Ingram et al., 2011). Ale roli pii pruniku hraji pravdépodobné i dalsi proteazy
(Dvorak et al., 2008).

V definitivnim hostiteli se cerkarie transformuje na schistosomulu, stddium adaptované
na zivot v hostitelském prostfedi. Schisosomula se v hostiteli vyviji v dospélého jedince
(zivotni cyklus parazita viz vySe). Ani schistosomula, ani dospélec nejsou rozpoznavani
imunitnim systémem hostitele. Imunitni odpovéd’ hostitele je naopak sméfovana vuci
vajickiim zachycenym ve tkani (McManus and Loukas, 2008).

Na vyvoj imunitni odpovédi hostitele pisobi né€kolik faktord jak hostitelského, tak
parazitarniho ptivodu — jedna se o genetickou vybavu hostitele, intenzitu infekce, vyskyt
dalich infekci atd. (McManus and Loukas, 2008). Jednim z hostitelskych faktortt mohou byt
kortikosteroidy a niz8§i hladina T lymfocytl, které zplsobuji, Ze schistosoma dospiva
pozdéji, nez je obvyklé (Harrison and Doenhoff, 1983, cit. dle Davies and McKerrow, 2003).

Z klinického/medicinského hlediska rozliSujeme akutni a chronickou schistosomézu
(prabéh imunitni odpovédi viz Obr. 2). Akutni schistosomdza se projevuje tzv. ,, horeCkou
Katayma “ — tj. oslabujici horecka, ktera se objevi jesté predtim, neZ je mozné nalézt vajicka
ve stolici. Nejvyssi je horecka mezi 6-8 tydnem po nakazeni. Mechanismus odpovédi

hostitele je v akutni fazi zalozen na Thl buiikich (pomocné T-lymfocyty?) a pisobi

>Th buriky rozdélujeme na Th1l a Th2 dle ucinku a spoluprace s dalSimi burikami. Th1 jsou bunky bunécné
imunity a spolupracuji s makrofagy. Th2 bunky jsou zastupci imunity humoralni a spolupracuji s B-lymfocyty
(Horejsi a Bartlirikova, 2005).



predevsim na zacatku infekce, v navaznosti na prinik cerkarie do téla hostitele (Pearce and
MacDonald, 2002).

ey e

vV

forma hepatosplenicka, ktera je doprovazena jaterni fibrézou a hypertenzi v portalnim

ob¢hu, coz ovliviwgje i slezinu (Pearce and MacDonald, 2002).
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Obr. 2: Vyvoj imunitni odpovédi. (Zdroj: Prevzato z Pearce and MacDonald, 2002.

Upraveno).

Jak bylo fec¢eno vyse, imunitni odpovéd’ je u vnimavého hostitele smétovana predevsim
vaci vajickim zachycenym ve tkani. (McManus and Loukas, 2008). Kdyz se vajicka
dostavaji z krevniho ob&hu do stfeva, aby mohla dokoncit cyklus, vyvolavaji v hostiteli
silnou Th2 imunitni odpovéd’. Ta vajicka, kterd neproniknou ven z portadlniho ob&hu, jsou
unaSena do jater, kde se zachytavaji v tenkych cévach a tam pozdéji hynou. Jejich pfitomnost
ve tkani jater vyvolava silnou imunitni odpovéd’, ktera se projevuje tvorbou granulomu.
Granulomy jsou tvofeny kolagennimi vldkny a builkami imunitniho systému hostitele —
makrofigy, eozinofily a CD4" T-lymfocyty. Kdyz vajicko uhyne, granulom se rozpada a
uvoliuje se po ¢astech do krevniho ob¢hu hostitele, ¢imz zpiisobuje zvySeni krevniho tlaku a
naslednou fibrézu jater. (Pearce and MacDonald, 2002).

Protoze schistosoma patii mezi parazity Zivici se krvi, jsou pro ni zdrojem potravy
proteiny krve hostitele. Ziskavani zivin (tj. odbouravani hemoglobinu z erytrocytt, rozklad
albuminu a dalSich plazmovych proteinit) a jejich nasledného traveni se u schistosom ucastni
proteolyticka kaskada cysteinovych a aspartickych proteaz. (Delcroix et al., 2006). Samec

S. mansoni stravi denné desitky tisic ¢ervenych krvinek svého definitivniho hostitele, samice



dokonce statisice (Lawrence, 1973). Na traveni krevnich proteinti se podileji specialni
membranové kanaly, nizké pH lumenu stfeva a peristaltika stfeva parazita.

Pohyb cévami, z nichz nékteré jsou jen o malo S$irS§i neZ primér parazita, neni
jednoduchy. Parazit musi byt schopen ovliviiovat a kontrolovat hostitelské prostiedi
(fyziologii hostitele). K priichodu cévami potiebuje ovliviiovat vazokonstrikci® a
vazodilataci® hostitele. Vyuziva k tomu riizné biomolekuly — peptidy, derivaty aminokyselin,
lipidy i1 nékteré plyny. (Da’dara and Skelly, 2011).

Maly peptid — brandykinin, ktery je aktivovan serinovou proteazou kallikreinem, patii
mezi silné vazodilatatory. Enzym sK1 izolovany z dospélce S.mansoni zpisobil u
pokusného zvifete nahlé snizeni krevniho tlaku v tepnach. (Carvalho et al., 1998) S mySim
kallikreinem sdili sekven¢ni podobnost také serinova proteaza SmSP1 (S. mansoni serine
protease 1) nalezena u dvou stadii parazita — schistosomuly a dospélého samce. (Cocude et
al., 1999). SmSP1 sdili podobnost s my§im kallikreinem. Gen koduje celkem tii domény,
které dohromady tvoii celou SmSP1. Na C—konci je trypsinovd doména, jeZ je podobna
savCimu kallikreinu; LDLr doména se nachazi uprostied a smérem k N—konci se nachazi
cubulin-like extracelularni doména. (Cocude et al., 1999).

Na cévy hostitele ptisobi téZ derivaty aminokyselin parazita, napf.: histamin a serotonin,
derivaty histidinu a tryptofanu. Jak obratlovci, tak bezobratli pouZzivaji histamin jako signalni
molekulu. U schistosomy jej najdeme hlavné v periferni nervové soustavé. Parazit mize
ovlivilovat histaminovy signaliza¢ni systém hostitele pisobenim na receptory spfazené s G—
proteinem. (EI-Shehabi and Ribeiro, 2010). Serotonin je ucinny vasodilatator, u obratlovci
je ukladan v trombocytech a pusobi pfi poranéni cévni stény. U schistosom je serotonin
pfitomny v nervové soustavé a je také biologicky aktivni. (Day et al., 1994). S. mansoni
disponuje enzymem — tryptofan hydroxylazou, ktera ovliviiuje hladinu serotoninu v téle
zivocicha. Schistosoma ma také transportér, ktery miZze pfijimat serotonin z prostiedi. Tento
druh transportéru mizeme najit pravé u stadii (schistosomula, dospélec), ktera se pohybuji
v krevnim fecisti definitivniho hostitele (Patocka and Ribeiro, 2007).

Lipidické povahy jsou eikosanoidy, jsou to signalni molekuly, jejichz struktura je
odvozena od mastnych kyselin. RozliSujeme 4 skupiny eikosanoidi — prostaglandiny,
prostacykliny, tromboxany a leukotrieny. (Salafsky and Fusco, 1987). Eikosanoidy byly

studovany jako latky, které by mohly mit vliv na imunitni systém hostitele. Mezi konkrétni

* Vazokonstrikce — zaZeni cév, zejména arteriol (Velky lékarsky slovnik. On-line, cit. 15.3.2012).
* Vazodilatace — roziifeni cév, umozriuje vétsi pratok krve (Velky Iékafsky slovnik on-line, cit. 15.3.2012).



aktivni eikosanoidy schistosomy patii leukotrien B4 a C4, které maji vliv na vazokonstrikci
hostitele. (Back, 2007, cit. dle Da’dara and Skelly, 2011).

Plynnou molekulou zptsobujici vazodilataci je oxid dusnaty. U krevnic¢ky byl detekovan
oxid dusnaty jako signalni molekula V nervové soustavé, ale byla prokazana i jeho
pfitomnost v travicim traktu a pobliz povrchu ¢erva. (Kohn et al., 2006).

Jak jiz bylo uvedeno, protedzy jsou molekuly schopné ovlivitovat fyziologii hostitele.
Zajimavou skupinou proteaz u S. mansoni jsou serinové proteazy trypsinového typu (viz.
kap. 1.5), do kterych patii 1 vySe zminovana SmSP1 a dalsi proteazy trypsinového typu
recentné identifikované v genomové databazi (S. mansoni GeneDB,
http://www.genedb.org/Homepage/Smansoni ) Tyto enzymy jsou piedmétem vyzkumu
V nasi laboratofi.

Cilem této prace bylo sekvecné anotovat a poté rekombinatné exprimovat dve ,,trypsin—
like proteazy* z této skupiny. Konkrétné se jedna o Smp 103680 a Smp_141450 (uvedena
jsou katalogova ¢isla proteaz ze Schisto GeneDB, Berriman et al., 2009).

Smp_103680 je proteaza s trypsinovou specifitou podobna savéim epitelialnim
transmembranovym proteazam, a tudiz by hypoteticky mohla mit roli v hostitelsko—
parazitarnich interakcich. Gen pro tuto proteazu koduje dvé domény: trypsinovou a cubulin—
like (CUB). (Schisto Gene DB; Berriman et al., 2009)

Smp 141450 sdili sekvenéni podobnosti spiSe s proteolytickymi enzymy bezobratlych.
Na rozdil od vySe zminovanych se jednd o protedzu chymotrypsinovou, nikoli trypsinovou.

ackoliv patii do ,,trypsin—like skupiny klanu PA (Rawlings and Barrett, 2004b).

1.5. Charakteristika proteaz

Protedzy (proteolytické enzymy, peptidazy, peptidické hydrolazy) jsou enzymy, které
Stépi proteiny a jejich Casti pomoci hydrolyzy. Tu protedzy mnohonasobné urychluji
(Hedstrom, 2002). Radime je tedy mezi hydrolazy (Alberts et al., 2008).

Specifita proteaz se popisuje podle modelu (Obr. 3), kde kazdé misto enzymu vazajici
substrat (S) je schopné reagovat s postrannim fetézcem aminokyseliny substratové

molekuly (P) (Rawlings and Barret, 2007).



P2 PL P1' P2’
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Obr. 3: Substratova specifita proteaz (Zdroj: Pirevzato z Rawlings and Barrett, 2007.

Upraveno).

Proteazy rozdélujeme dle tii hlavnich kritérii: ,,mista akce uvnitt enzymu, mechanismu
katalyzy a molekuldrni struktury. Misto na fetézci, kde proteazy plsobi, mize byt uvnitt
peptidového fetézce, pak se jednd o endopeptiddzy, nebo zvenku, potom jsou to
exopeptidazy (Rawlings and Barret 1993). Dle mechanismu katalyzy rozeznavame jako
hlavni skupiny protedzy serinové, treoninové, cysteinové, aspartické, glutamové a
metaloprotedzy (viz. Tab. II). Tretim kritériem je molekularni struktura, kterd protedzy
rozdéluje do klani a rodin. Rodina obsahuje proteazy evoluéné piibuzné s podobnou
strukturou. Klan sdruzuje rodiny se spoleénym piedkem (Kasny et al., 2009).

Tab. II: Rozdéleni proteaz dle mechanismu katalyzy (Rawlings and Barret, 2007).

Proteazy Primarni katalyticka skupina Sekundarni katalyticka skupina
Serinové Hydroxylova skupina serinu Imidazolovy dusik histidinu
Treoninové Hydroxylova skupina treoninu N-koncova a-aminoskupina
Cysteinové Thiolova skupina cysteinu Imidazolovy dusik histidinu
Aspartické Karboxylové skupiny 2  zbytkl | -
kyseliny asparagové a navazana voda
Glutamatové Karboxylova skupina glutamatu Amidova skupina glutaminu
Metaloproteazy | Atom kovu (nejvic Zn) a navazana | Karboxylova skupina
voda glutamatu




Serinové proteazy tvoii priblizné tietinu proteaz a jsou zodpovédné za mnoho dulezitych
fyziologickych procesti u obratlovcii i bezobratlych. Katalytickou triddu serinovych protedz
tvori aminokyseliny: histidin, kyselina asparagova a serin. Serinové proteazy jsou
syntetizovany jako neaktivni prekurzory — tzv. zymogeny. Jejich univerzalni struktura ma tii
domény — katalytickou, vazajici substrat a doménu pro aktivaci zymogenu (na N—konci).
K tomu, aby byl enzym pln¢ funk¢ni, je tieba odstfihnuti zymogenové domény (Rawlings
and Barret, 2004b).

Serinové proteazy klanu PA délime podle jejich aktivity do tii skupin —
chymotrypsinové, trypsinové a elastdzové. Specifita pro navazany substrat je zavisla pouze
na P1 misté. Chymotrypsinové preferuji v P1 pozici hydrofilni aromatické aminokyseliny,
nejlépe fenylalanin. Trypsinové preferuji striktn€ arginin nebo lysin a elastdzové malé
alifatické kyseliny, hlavn¢ alanin. (Hedstrom, 2002.)

Treoninové protedazy maji mechanismus katalyzy velmi podobny serinovym (vice
Tab. Il). Ptikladem treoninovych protedz je proteasom, ktery je zodpovédny za degradaci
proteinii v eukaryotickych butikach (Groll et al., 1997).

Aminokyselinou provadéjici katalyzu je u cysteinovych proteaz cystein. Ten je soucasti
tzv. katalytické triady téchto protedaz spolu s histidinem a asparaginem (Rawlings and
Barret, 2004a). Cysteinové proteazy pracuji uvnitf 1 vné¢ bunék. Maji dilezitou roli pii
interakcich s definitivnim hostitelem (Dalton et al., 2004, cit dle Kasny et al., 2009).

Aspartické proteazy pracuji nejéastéji v kyselém prostiedi. Katalyticka aktivita je
zajiStovana dvojici asparagovych kyselin, které aktivuji vodu (vice Tab. II). Nejzndmé;si
aspartickou proteazou je travici enzym pepsin (Rawlings and Barrett, 2007).

Glutamatové protedzy maji mechanismus katalyzy podobny aspartickym. Aktivaci
vody ale vykonava kyselina glutamova a glutaminové zbytky (vice Tab. Il, Rawlings and
Barrett, 2007).

Metaloproteazy zprostiedkovavaji katalyzu za pomoci vody. Ta aktivuje Kkationty
kovii (napt. Zn, Co, Mn, Ni, Cu). Aby reakce byla uspéSna, musi byt kationty vazany
v presnych pozicich fetézce aminokyselin (Auld, 2004, cit. dle Kasny et al., 2009).



2. Cile prace

Cilem mé bakalaiské prace je exprese vySe uvedenych proteaz (dva enzymy pod
katalogovym c¢islem Smp 103680 a Smp 141450) v raznych expresnich systémech
(Escherichia coli, Escherichia coli SHuffle a Kluyveromyces lactis). Prace byla koncipovana
za ucelem osvojeni si zakladnich biologickych a biochemickych metod, napt.: (PCR,
klonovani do vektort, sekvenace, trasnformace baktérii a kvasinek, SDS-PAGE, detekce

proteolytickych aktivit).
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3. Materialy a metody

3.1. Izolace genetického materialu

Geneticky material byl izolovan z dospélych jedinci S. mansoni. Pomoci RT-PCR (PCR

spojena Sreverzni transkripci, vyuziva retrovirového enzymu reverzni transkriptazy pro

pfevedeni mRNA na jednofetézcovou DNA) byla piipravena c¢cDNA. RT-PCR byla

provedena dle pokynti vyrobce (cDNA Synthesis with SuperScriptIIl RT, Invitrogen).

3.2. Amplifikace DNA pomoci PCR
Pro amplifikaci cDNA studovanych protedz Smp_141450 a Smp_103680 byly pouzity

specificky (dle DNA sekvence) navrzené primery (Tab. Il a IV, Invitrogen). V piipadé

Smp_103680 , kdy je samostatné exprimovana trypsinova doména, byla klonovdna pouze

tato doména bez CUB domény. Schémata nasednuti primer na sekvence proteaz jsou na

obrazcich 4 a 5.

Tab. I11: Pouzité primery pro E. coli.
Proteaza Néazev primeru Sekvence primeru
Smp103680 | Smp103680spFRD CACCATGGAGAGTAGAATTATTGGTG
GAGAAATATC
Smp103680spREV TTATGATTGAATAATTGAAGAGATCC
AAT
Smp141450 | Smpl41450FRD CACCATGAAATTAGAATATCGTATAC
Smp141450FRD TCATTGTTTAAACCAACCATT

Tab. 1V: Pouzité primery pro K. lactis.

Proteaza Nazev primeru Sekvence primeru
Smp103680 | xhoSmp80OFRDhis KL CATACTCGAGAAAAGACATCATCATC
ATCATCATATGGAGAGTAGAATTATT
GGTGGAGAAATATC
xhoSmp80FRD KL CATACTCGAGAAAAGAATGGAGAGTA
GAATTATTGGTGGAG
bamSmp103680spREV GATAGGATCCTTATGATTGAATAATTG
AAGAGATCC
Smp141450 | xhoSmp50FRDhis KL CATACTCGAGAAAAGACATCATCATC
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ATCATCATATGAAATTAGAATATCGTA
TACAAAATGGTTATC

xhoSmp50FRD KL CATACTCGAGAAAAGAATGAAATTAG
AATATCGTATACAAAATGGTTATC
bamhSmp50REV CATAGGATCCTCATTGTTTAAACCAAC
CATTTCCAGC

ATGAAATTAGAATATCGTATACAAAATGGTTATCCAGTAAATCTTGGTGAATTTCCAATG
ATTGTATTATTACTTGGTAATACACATTTATGTACTGGAACAATTATAGCACCTGATAAA
ATTTTAACAGCTGGACATTGTGCATGTGGTGATCCAACATATGAAGTAGATATTTTCGAT
TATGTGAATGGATCAATTAGTAACCATGATGAATTAGGTGGTTCACCTGATATATCAATT
TTAATGTTAAATAAAAAATTTCATCTTTCAAAAGGATGGATAGAAATTGGTTTATTAAAT
TATAATTATTCTATGAATGATACACAAGAAAAAGAAAAAAAGAATACAGATTTTTTTIGTA
TTAGGTTTTGGTGAAGATAAATCAATTGAAATGTCAATGGGTCAATTACGTTTAGGTATA
ATAAAATTGGATGAATGTCCAAAAAATATTAAAATACCAACTGATGGAGCACTTTGTICT
AATATTAATGGTAATCATCAAGGACCAGATGTTGGAGATAGTGGAGGTCCTATTTTTGAT
ATAAATGGACGTGTTGTTGGTATTACATCAATAGCTGGAAATGGTTGGTTTAAACAATGA

primery

Obr. 4: Nukleotidova sekvence Smp_ 141450 s nazna¢enym piisednutim primeri.

ATGGAGAGTAGAATTATTGGTGGAGAAATATETAGACCAGGTCAATGGCCATGGATGGTA
TCAGTAAGAGAAAATGATCAATTTCGATGTGGTGCCAGTTTAATTAGTAGTCAATGGTTA
TTAACAGCAGCTCATTGTTTTCCGAAAAATATAAATCTAGACAATTGGACAGTCCACATT
GGTGATTCTTATTTAGATTGGACTGATAGTGAAGAGATATTAATGAATATAAGTAGTATA
TTAACTCATCCAAATTATCGTCTACATAAATTATATGATTATGATTATGCATTGATAAAA
ATTGTTTCACCAATTCAGTATACTTCAAAACGAAGACCAATTTGTATATTGGATACAACA
TTGATGAATACTAATGAATTAGATCGTTGTTATGTTGCAGGATGGGGAAGTTCAGAAGAT
TCACCAATATCAAATGAATTACGTCATCTCCGTATTCCACTACTTAATTTAACGGTATGT
AATCAAACAGAAGCATATCAAGGAAAATTAACTGAAACAATGATATGTGCTGGATATATT
ATGGGTGGTAAAGACTCTTGTCAAGGAGATAGTGGTAGTCCATTAATGTGTCAATTACAT
AATACTACTGATCATGCATGGTATCAAATTGGAATTGTATCATTTGGGAAATCATGTGCT
GTGCCTGGAACTCCAGGAATTTATAGCAATCTTACATTTGCCAATAATTGGATCTCTTCAA
TTATTCAATCATAA

primery
Obr. 5: Nukleotidova sekvence Smp_ 103680 s naznacenym piisednutim primeri.

K samotné amplifikaci byla pouzita Phusion High-fidelity DNA polymerase (NEB)
spolu s dalsimi komponenty. Reakce pro PCR byla namichana dle tabulky V a pribéh teplot
(Tab. V) pri reakci byl dodrzen dle protokolu (NEB) s optimalizaci teploty pro pfisednuti

primert (annealing) v zavislosti na dané T, primert. Pocet cykla byl 35.
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Tab. V: PCR.

Slozeni reakce | Objem [ul] | Prubéh reakce Teplota [°C] | Cas [s]
cDNA 0,50 Pocate¢ni denaturace | 98 30
Primer F 0,75 Denaturace 98 10
Primer R 0,75 Annealing X 30
dNTP 0,50 Extenze 72 30
Pufr 5,00 Zavére¢na extenze 72 300
Polymeraza 0,25 Zchlazeni 4 hold
H20 17,25

Celkova reakce | 25,00

Po amplifikaci DNA byly vzorky naneseny na agarézovy gel (1%), ze kterého byly
nasledné pomoci Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid) izolovany. A dale

vpraveny do expresniho vektoru (viz nize).
3.3. Zaklonovani do expresnich vektora (plazmidu) a sekvenace

3.3.1. E. coli (pET 100)

Geny byly zaklonovany do plazmidu pET 100 pomoci kitu Champion™ pET100
Directional TOPO® Expression Kit (Invitrogen) za ucelem exprese v E. coli expresnich
systémech. Plazmidy spolu se =zaligovanymi vzorky byly vpraveny do chemicky
kompetentnich bakterii E. coli DH5a (NEB). Transformované bunky byly nao¢kovany na
agarové plotny s ampicilinem (AMP) a inkubovany pfes noc v inkubatoru (37 °C). Vybrané
kolonie byly poté kultivovany, byla provedena kontrolni PCR na ptitomnost genu. Poté byly
vyizolované plazmidy sekvenovany (Laboratof sekvenace DNA, Ptirodovédecka fakulta UK
Praha). Sekven¢né ovéfené plazmidy byly pouzity pro dalsi chemickou transformaci do
expresnich bunék BL21 (Invitrogen) ¢i E. coli SHuffle (NEB) dle pokyni vyrobct. Bunky
byly injikovany na agarové plotny, které obsahovaly vhodné antibiotikum (AMP) a
kultivovany pies noc v inkubatoru (37 °C pro BL21 a 30 °C pro SHuffle). Pozitivni kolonie
byly pouzity na expresi.

3.3.2. Anotace sekvenci
Obdrzené sekvence byly anotovany pomoci programii Lasergen (DNASTAR) a

porovnany s databazemi.
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3.3.3. K. lactis (pKLAC?2)

Aby bylo mozné vzorky zaklonovat do expresniho vektoru (pKLAC2, NEB), bylo
restrikénich enzymu (Xhol a BamHI, Fermentas). Takto upravené vzorky byly naneseny na
1% agar6zovy gel, vycistény a ligovany pomoci T4 ligazy do stejné oSetfeného plazmidu.
Plazmid spolu se zaligovanymi vzorky byl vpraven do chemicky transformovanych
kompetentnich bunék bakterie E. coli — DH5a (NEB) dle pokynt poskytovatele. Buiiky
s vlozenym plazmidem byly nao¢kovany na agarové plotny (selekce na zakladé antibiotika —
AMP) a pres noc ponechany v inkubatoru (37 °C). Druhy den byly pfeockovany.

Nasledné byla provedena kontrolni PCR, zda doslo ke vlozeni vzorku do plazmidu.
Sekvenace byla provedena laboratoii sekvenace DNA (Pfirodovédecka fakulta UK).
K sekvenaci byly pouzity sekvenaéni primery pro K. lactis: a-Mating Factor Sequencing
Primer, pKLAC1 Reverse Sequencing Primer dodavané spolu s Klyuveromyces lactis
expression kit (NEB).

Pro kvasinkovy systém bylo jest¢ nutné plazmid zlinearizovat a vytvofit tzv. expresni
kazetu. Plazmid pKLAC2 s vlozenym genem byl tedy linearizovan pomoci restrikéniho
enzymu Sacll. Pomoci takto pfipravené expresni kazety byly trasnformovany chemicky
kompetentni kvasinky dle pokynt vyrobce (K. lactis expression kit, NEB).

3.4. Expresni systémy
Zvolené expresni systémy byly: E. coli BL21 (Invitrogen), E. coli SHuffle (NEB) a
Kluyveromyces lactis (NEB). E. coli SHuffle obsahuji enzym (izomerazu disulfidickych

mistkil exprimovaného proteinu) napomahajici spravnému slozeni exprimovaného proteinu.

3.5. Exprese

Rist a exprese bunék byly provedeny dle pokyni v protokolech pro jednotlivé expresni
systémy: pro K. lactis (K. lactis protein expression kit, NEB), pro E. coli Shuffle (Protocol
for expression using shuffle, NEB) a pro E.coli BL21 (BL21 Star™(DE3) One Shot

competent cells, Invitrogen).

3.5.1. ExpresevV E.coli (BL21)

Exprese v E.coli BL21 byla provadéna ve velkém objemu. Pfes noc narostla Smi
kultura s AMP (100 ul/ml) a glukézou o finalni koncentraci 20 mM byla inokulovana do
Erlenmeyerovy bariky stejného média. Ve chvili, kdy bakterie dosahly ODgoo V rozmezi 1.0 —

1.5, byly bakterie koncentrovany centrifugaci 3000 g/ 10 min. Poté bylo ptidano 250 ml LB
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média s AMP bez glukozy a s IPTG (1 mM), za Gcelem indukce exprese. Bakterie byly
inkubovany v tfepacce a pres noc pii 37 °C a 220 rpm. Bakterie byly nahromadény pomoci
centrifugace (3000 g/10 min).

Byla izolovana inkluzni téliska obsahujici nesolubilni exprimované proteiny. Bakterie
byly nejprve rozsonikovany v pufru A (Tris-HCL, pH 6.0, 20 mM). Pomoci centrifugace
(12000 g/10 min) byla oddé€lena cytoplazmaticka frakce a inkluzni téliska (pelet). Inkluzni
téliska byla rozsonikovéna v pufru A, proplachnuta timtéz pufrem a centrifugovana

(12000 g/10 min).

3.5.2. Expresev E. coli SHuffle

Exprese E. coli SHuffle byla provedena v 11 LB média a 100 pl/ml ampicilinu. Baika
byla umisténa do ttepacky pii 30 °C a 140 rpm, dokud ODggo nedosahlo 0,4 — 0,8. Poté byly
podminky zménény, aby bylo mozné zacit expresi — teplota byla sniZzena na 16 °C pfi
140 rpm a bylo ptfidano IPTG (0,4 mM). Ttepani probihalo pfes noc. Poté byl odebran
vzorek (1 ml), kde byla zaklonovana proteaza Smp 141450, k méteni aktivity.

3.5.3. Exprese v K. lactis

Kvasinky rostly na agarovych plotnach obsahujicich acetamid. Pouze kolonie s nasimi
zaklonovanymi geny (Smp_141450 a Smp_103680) byly schopné vyuzivat acetamid a byly
tedy schopné rastu. Z plotny byly odebrany vzorky bun¢k K. lactis a byly vlozeny do
Erlenmeyerovy banky se 100 ml LB média a 100 pl ampicilinu. Vzorky byly na noc ulozeny
do tfepacky (220 rpm) pti 28 °C. Poté byly vzorky centrifugovany (2500 g/10 min) a pelet
byl rozmichéan s galaktosovym médiem.

Po pfidani média byly vzorky opét vlozeny do tfepacky (220 rpm, 28 °C) a po Casovych
intervalech (1 h, 2h, 3h, (5h), pfes noc) byly zmédia odebirany vzorky k naslednému
méfeni aktivity. Zesileni indukce exprese pomoci IPTG (0,4 mM) bylo provedeno jen u

poloviny vzorkt a polovina byla bez indukce.

3.6. Méreni aktivity enzymu

Vzorky z E. coli SHuffle byly naneseny na desticku a smichany do finalniho objemu
200 ul v TRIS-HCI pufru (20 mM, pH 8.0) se syntetickym peptidovym substratem. Substrat
(10 uM finalni koncentrace) se lisil v zavislosti na typu proteazy — pro Smp_141450 byl
pouzit substrat pro chymotrypsin — AAF-AMC (alanin-alanin-fenylalanin). Na substratu je

navazan aminomethylcoumarin (AMC), ktery je proteolytickou reakci hydrolyzovan a je
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méfeno mnozstvi uvolnéného AMC v ¢ase. Vzorky byly pro maximalni moznou detekci
exprese pipetovany ve tiech objemech (0,5 ul, 5 ul a 50 ul).

Analyza proteolytickych aktivit byla provedena pomoci fluorometru Infinite® M200
PRO (TECAN) o excita¢ni vlnové délce 365 nm a svételné emisi 450 nm, pocet cykla 60,
perioda 30s. Pro srovnani a ovéfeni aktivity byly méfeny dvé sady reakci, jedna
s inhibitorem serinovych proteaz (PMSF - fenylmethylsulfonyl fluorid) a jedna sada bez
inhibitoru.

Pro K. lactis byly odebirany vzorky média z Erlenmeyerovych bané€k v ¢asovych
intervalech. Vzorky bez indukce byly odebrany po 1 h, 2 h, 3 h, 5h a po celé noci (15 h) od
zacatku tfepani. Vzorky s induktorem byly odebrany po 1 h, 2 h, 3 h a po celé noci (15 h) od
zacatku indukce. Naneseni na desticku a namichani reakce probihalo stejné jako u E. coli
SHuffle. Substrat (10 uM) se lisil v zavislosti na typu protedzy. Vzorky byly pro srovnani
pipetovany ve dvou objemech (2 ul a 20 ul).

3.7. SDS-PAGE elektroforéza

Vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE na 4-15 % Bis-Tris akrylamidovych
gelech (NUPAGE, Invitrogen). Elektroforéza probihala v pufru: MES-SDS Running buffer
(NUPAGE, Invitrogen). Vzorek expresniho média z K. lactis byl odebran a zkoncentrovan
pomoci centrifugace z 1 ml na 45 pul. Poté byla ¢ast vzorku (12,5 pl) smichana s redukénim
¢inidlem (17,5 pl) a pufrem (5 pl) (NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X)) a nanesena na gel.

3.8. Purifikace proteinia

Z bungk E. coli BL21, expresniho vektoru pET100 byly ziskany enzymy pomoci afinitni
chromatografie. Enzymy byly purifikovany na zakladé afinitni chromatografie na HiTrap
kolonce (GE Healthcare) s navazanym chelatacnim ¢inidlem — kobaltem, pfes His tag na N-
konci rekombinantd (6 histidind na N-konci).

Z bungk E. coli byla ziskana inkluzni téliska obsahujici nesolubilni exprimované
proteiny. Bakterie byly nejprve rozsonikovany v pufru A (Tris-HCI, pH 6.0, 20 mM).
Pomoci centrifugace (12000 g/10 min) byla odd€lena cytoplazmaticka frakce a inkluzni
téliska (pelet). Inkluzni téliska byla rozsonikovana v pufru A, proplachnuta timtéz pufrem a
centrifugovana (12000 g/10 min).

Enzymy byly purifikovany z inkluznich télisek na zékladé€ ptilnavosti histidinové kotvy
(zaporny naboj) ke kladné nabitému kationtu kobaltu. Purifikace probihala v 8 M médiu

mocoviny. Chelatacni kolonka byla nabita 50 mM siranem kobaltnatym (CoSO4) a
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ekvilibrovana pufrem B (20 mM fosfat sodny; 0.5M NaCl, 8 M mocovina, 10 mM
imidazol) o pH 8. Inkluzni téliska rozpusténa v 50 ml pufru C (6 M guanidin hydrochlorid,
20 mM Tris-HCI, 0.5 M NaCl, 10 mM imidazol, 1 mM mercaptoethanol, pH 8) byla pied
nanesenim na kolonku rozsonikovana, 3 h ponechana pii pokojové teplot¢ a poté
centrifugovana (12 000g/10 min), aby se nerozpusténa inkluzni téliska odd¢lila od roztoku.
Rozpusténa inkluzni téliska (vzorek 7 ml) byla filtrovana ptes 0.22 syringe filtr pied tim, nez
byla nanesena na kolonu a nasledn¢ oplachnuta pufrem B (pH 8). Rekombinantni proteiny

byly vymyty pomoci pufru B s pfidanym 0.5 M imidazolem.
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4. Vysledky

4.1. Sekvence

Amplifikace genii byla provedena pomoci PCR za vyuziti specifickych primert
(Tab. IIT). Geny byly osekvenovany a sekvence analyzovany pomoci DNAstar programu.
Jak nukleotidové, tak aminokyselinové sekvence pro ob& proteazy jsou uvedeny na
obrazcich 6 a 7. Aminokyselinové sekvence byly anotovany a porovnany se dvéma
databazemi: s NCBI Protein Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) a se SchistoGene
DB (http://www.genedb.org/Homepage/Smansoni).

Smp 141450 je tvofena 600 bazemi. Jak bylo jiz zminéno, jedna se o chymotrypsinovou
protedzu. Pro chymotrypsinovou aktivitu jsou charakteristické aminokyseliny glycin a serin
se specifitou v P1 pozici. Na obrazku 6 je ervené vyznacena katalyticka triada.

Srovnani s databazi odhaluje sekvencni podobnosti s dalS§imi Zivocichy. Protedza
Smp 141450 sdili urcitou podobnost s protedzou samiciho reprodukéniho traktu u

octomilky. Podobnost je také s chymotrypsinovymi proteazami bodalky Glossina sp.

ATGAAATTAGAATATCGTATACAAAATGGTTATCCAGTAAATCTTGGTGAATTTCCAATG
MK L E Y RIQNGY PV NILGETFPM
ATTGTATTATTACTTGGTAATACACATTTATGTACTGGAACAATTATAGCACCTGATAAA
I vL L L GNTHLOCTGTTITIAUPD K
ATTTTAACAGCTGGACATTGTGCATGTGGTGATCCAACATATGAAGTAGATATTTTCGAT
I L T A G H CACGUDUPTYEV DTIF D
TATGTGAATGGATCAATTAGTAACCATGATGAATTAGGTGGTTCACCTGATATATCAATT
Y VN G S I S N HDEL G G S P D IS SI
TTAATGTTAAATAAAAAATTTCATCTTTCAAAAGGATGGATAGAAATTGGT TTATTAAAT
L ML N K KFH L S K G W I ETI G L LN
TATAATTATTCTATGAATGATACACAAGAAAAAGAAAAAAAGAATACAGATTTTTITGTA
YNY S M ND T Q E K E K K NTD FF V
TTAGGTTTTGGTGAAGATAAATCAATTGAAATGTCAATGGGTCAATTACGTTTAGGTATA
L G F G ED K STITEMSMGQULIRILGI
ATAAAATTGGATGAATGTCCAAAAAATATTAAAATACCAACTGATGGAGCACTTTGTTCT
I K L b EC P KMNTIIKTI P TDGA L CS
AATATTAATGGTAATCATCAAGGACCAGATGTTGGAGATAGTGGAGGTCCTATTTTTGAT
NI NG NHOQG P DV G D S G G PTIT F D
ATAAATGGACGTGTTGTTGGTATTACATCAATAGCTGGAAATGGTTGGTTTAAACAATGA
I NG RV V GI TS5 I A GNGWF K Q -

Legenda:

aktvini misto proteazy

Obr. 6: Aminokyselinova a nukleotidova sekvence proteazy Smp_141450.

Celkovy pocet bazi pro Smp 103680 je 996 bp. Gen koduje dvé domény:
predikovanou a ziejmé netiplnou membranovou cubulin-like doménu (CUB) o délce 291

bazi a trypsinovou doménu o délce 735 bazi. Trypsinova doména je ve vétSiné stadii
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exprimovana oddélené, az na vajicka, kde jsou exprimovany obé domény dohromady. Na
Obr. 7 jsou ob¢ domény naznaceny, stejné tak aktivni mista enzymu.

Jak bylo feceno v kapitole 1.5, aktivnimi aminokyselinami téchto enzymu jsou histidin,
kyselina asparagova a serin vyznac¢ené na obrazcich Cervené.

Anotace s proteinovou databazi ukéazala podobnosti na zikladé aminokyselinovych
sekvenci s enzymy ostatnich zivocichi. Nejvétsi podobnost sdili Smp 103680 se serinovymi
proteazami dalSich motolic — S. japonicum a Clonorchis sinenis. Podobnost lze také nalézt

, ;. y . o . , .5 , . o
S transmembranovymi protedzami obratlovcl a s prostasinovymi” protedzami savct.

ATGTTTGACTACTTATTAATTACAGATGAGTATTATACAGATGTATATACATATTGTGGT
M F DY L L I T D E YY T D VY T YOC G

CAATTAAAATTACCTAATCCAATTGAAATCAATAGTTCACAAGTCTATATAATATTTGGT
Q LK L PN P I E INS S Q VY I ITFG

ACAGATGATGCTAATCATGGAAAAGGTTTTCTTCTTCACTATGAAACAATTGAGAAAGAG
T b b ANHGIKGF L L HY E TI E K E
TCATTGAAACCGAATAGTTTTTATTCATGTGGATTAGCACTTCAATTCAATGATGATGGC
S L K P N SF Y S CG L A L Q F N DUD G
TTTGAATGTAATGATATTCAAATGGAGAGTAGAATTATTGGTGGAGAAATATCTAGACCA
F ECNDIQM E S R I I G G E I S R P
GGTCAATGGCCATGGATGGTATCAGTAAGAGAAAATGATCAATTTCGATGTGGTGCCAGT
G Q w P WMV S V R END QF R C G A S
TTAATTAGTAGTCAATGGTTAT TAACAGCAGCTCATTGTTTTCCGAAAAATATAAATCTA
L I s s Q wiLLTA AHTCF P KNTI NIL
GACAATTGGACAGTCCACATTGGTGATTCTTATT TAGATTGGACTGATAGTGAAGAGATA
b N W TV H I G D SY L D W TD S E E I
TTAATGAATATAAGTAGTATATTAACTCATCCAAATTATCGTCTACATAAATTATATGAT

L MNTI S s I L THPNY R L H KL YD

TATGATTATGCATTGATAAAAATTGT TTCACCAATTCAGTATACTTCAAAACGAAGACCA
Yy by A LI K I Vv s P I Q ¥ T S K R R P
ATTTGTATATTGGATACAACATTGATGAATACTAATGAATTAGATCGTTGTTATGTTGCA
I ¢ 1 L DTTLMNMNTNE L DR CY V A
GGATGGGGAAGTTCAGAAGATTCACCAATATCAAATGAATTACGTCATCTCCGTATTCCA
G W G s s E bDs PI S N EL R H L R I P
CTACTTAATTTAACGGTATGTAATCAAACAGAAGCATATCAAGGAAAATTAACTGAAACA
L LN L TV CNOQTE A Y Q G KL TE T
ATGATATGTGCTGGATATATTATGGGTGGTAAAGACTCTTGTCAAGGAGATAGTGGTAGT
M I C A G YI M G G KD S C QG DS G s
CCATTAATGTGTCAATTACATAATACTACTGATCATGCATGGTATCAAATTGGAATTGTA
P LM C QL HN TTDH A W Y QI G I V
TCATTTGGGAAATCATGTGCTGTGCCTGGAACTCCAGGAATTTATAGCAATCTTACATTT
S F G K s CcC A Vv P G TP G IY S N L TF
GCCAATAATTGGATCTCTTCAATTATTCAATCATAA

AN NW I SsSs I I Q S -

Legenda:

aktivni misto proteazy
pravdépodobné zacatek trypsinové domény

Obr. 7: Aminokyselinova a nukleotidova sekvence proteazy Smp_103680.

> Prostasin je serinova proteaza s trypsinovou aktivitou. Nejvice je exprimovana v prostaté a spermatu.
Pravdépodobné se podili na spravné funkci prostaty a potlaceni nddorové aktivity (www.bdbiosciences.com,
cit, 5.4.2012).
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4.2. Vyhodnoceni exprese

4.2.1. E.coliBL21

Enzymy byly purifikovany pomoci afinitni chromatografie. Vystupy z purifikace lze
nalézt na obrazcich 8 a 9. Na obrazku 8 je znazornéna purifikovana protedza Smp 141450
(ptiblizn¢ 22 kDa), kdy byl enzym c¢istén pomoci gradientniho promyvani imidazolem.
Obrazek 9 je vystupem z afinitni chromatografie zalozené na pfilnavosti histidinu ke

kationtim kovi, znazorfiuje proteazu Smp 103680 (pifiblizn¢ 37 kDa).

mw i

(kDa)

ST Promyvani imidazolem

Obr. 8: Purifikace Smp_ 141450 (promyvani imidazolem, ST — molekularni standard).

MW
(kDa)

— —
135 w- -
95 - -
n . -
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42 - -
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ol -
10 - -

ST EL WT FT poap

Obr. 9: Purifikace Smp 103680 pomoci afinitni chromatografie (ST — molekularni
standard, EL - eluce, WT — wash through — promyti, FT — flow through — protekla

nenavazana frakce vzorku, LOAD - startovni proteinovy vzorek po rozpuSténi
inkluzi).
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4.2.2. Aktivita enzymi exprimovanych v E. coli SHuffle a K. lactis

Aktivita enzymll byla méfena pomoci fluorescencniho pfistroje Infinite® M200 PRO
(TECAN). M¢feni bylo provedeno pro obé proteazy v K. lactis a pro proteazu Smp 141450
navic i v E. coli SHuffle. U proteaz exprimovanych v K. lactis nebyla detekovana zadna
aktivita serinovych proteaz.

Z méfeni aktivity Smp 141450 v E. coli SHuffle, kdy do reakce bylo pfidano 5 pul,
plyne nasledujici: u reakce bez inhibitoru serinovych protedz stoupla aktivita z pfiblizné
6000 (relativni jednotky) na 10000 a u reakce s inhibitorem stoupla z 6000 pouze na 8000.

Tudiz doslo k inhibici aktivity serinovych proteaz.

4.3. SDS-PAGE elektroforéza

Na obrazku 10 je fotografie z SDS-PAGE elektroforézy. Znazoriuje vysledek z exprese
v K. lactis. Vzorky pro elektroforézu byly odebrany ze vzorku exprimovanych pies noc.
Vzorky byly zakoncentrovany z 1 ml na 45 pl. Velikost zkoumanych proteaz je nasledujici:
Smp 141450 ma velikost 21,77 kDa, Smp_ 103680 je velka 37,44 kDa. Na obrazku nejsou
vidét zadné bandy, je tedy mozné, Ze proteazy nebyly v kvasinkovém systému K. lactis

vibec exprimovany, nebo jsou v prostiedi vnéjsitho média nestabilni.

MW
(kDa)
98 = B
¥

62 Hnn ’
49 - -.- .
e

38
| S
28
17
14 ey
6 )

ST 80 50 80I 50I K

Obr. 10: Exprese v K. lactis. (ST — molekularni standard, 80 — Smp_103680, 50 —
Smp141450, K — kontrola, 801 — Smp 103680 indukovana IPTG, 501 — Smp_141450
indukovana IPTG).
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5. Diskuze

Ve své bakalafské praci jsem se zabyvala protedzami Smp 141450 a Smp 103680
z lidského parazita S. mansoni. Ze srovnani sekvenci zkoumanych proteaz se sekveénimi
databazemi je mozné pokusit se odhadnout jejich funkce.

Protedza Smp 141450 je chymotrypsinova proteaza, ktera sdili podobnost hlavné
S protedzami bezobratlych, z ¢ehoz lze predpokladat, ze bude mit nejspis funkci ve vnitini
fyziologii parazita.

Proteaza Smp 103680 je trypsinova proteaza, ktera ma vysokou sekvencni podobnost
S protedzami savci (makak, pes, morce), ktefi mohou byt také definitivnimi hostiteli parazita
(www.merckvetmanual.com, 17. 4. 2012). Tyto podobnosti by mohly napovidat funkci
v hostitelsko—parazitarnich interakcich.

Protedzy byly exprimovany v ruznych expresnich systémech — byl pouzit bézny
expresni systém E.coli (BL21), specialn¢ modifikovany systém E. coli (SHuffle) a
kvasinkovy expresni systém Kluyveromyces lactis.

Z expresi v E. coli (BL21) byla ziskana inkluzni téliska, ze kterych byly vyziskany
protedzy, které¢ byly nadéle purifikovany chromatografickymi metodami. Protedzy budou
refoldovany a bude se s nimi nadale pracovat — budou vytvofeny protilatky a imunizovana
pokusna zvifata; dojde k charakterizaci proteaz: lokalizace, strukturalni charakterizace (3D
modely). Dale budou detekovany biologické funkce proteaz — piipadna ptitomnost v
enzymatickych kaskadach parazita, biologicka aktivita protedz in vitro a dalsi.

Pro geny exprimované v systémech E.coli SHuffle a K. lactis, které jsou schopné
produkovat jiz spravné slozeny protein, bylo provedeno meétfeni aktivity enzymu.
Z provedenych méfeni vyplyva, ze u protedzy Smp 141450 ani u protedzy Smp 103680
exprimované v systému K. lactis nebyla naméfena aktivita serinovych protedz. Pouzity
induktor exprese nemél na aktivitu enzymu vliv. Ani Vv piipadé prikazu elektroforézou
nebyly zaklonované protedzy viibec detekovany.

Jak bylo zminéno vySe, kvasinkovy systém K. lactis by mél produkovat jiz spravné
sloZeny protein. Je tedy mozné, ze zkoumané protedzy byly Spatné sloZzeny a nebyly tudiz
aktivni. TakZe nebylo mozné naméfit jejich aktivitu. Spatné slozeni mohlo byt zap¥i¢inéno
napiiklad Spatn€ spojenymi cysteinovymi mistky (Smp 141450 ma 5 cysteind,
Smp 103680 ma 11 cysteinil).

Protedaza Smp 141450 exprimovana v systému E. coli SHuffle vykazuje pfi méfeni
aktivity ve vSech koncentracich alesponi mirny vzrast. A to i v pfipadech s pfidanym

inhibitorem serinovych protedz. Z tohoto diivodu se domnivame, Ze se jednalo o jinou
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protedzu, ktera byla pfimo z expresniho systému. Dal$i moznosti, pro¢ byla mirna aktivita
detekovana i pfi méfeni v pfitomnosti inhibitoru, je volba nevhodného inhibitoru serinovych

protedz.
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6. Zavér.

Proteazy Smp 141450 a Smp 103680 z krevnicky Schistosoma mansoni byly
exprimovany ve tiech expresnich systémech — E.coli (BL21), E.coli (SHuffle) a
Kluyveromyces lactis. Ze systému E. coli (BL21) byly ziskany obé& protedzy. Ze systému
E. coli (SHuffle) nebyly proteazy ziskany. Pro tispéSnou izolaci proteaz by bylo vhodné
premistit histidinovou kotvu z N-konce na C—konec. Z kvasinkového systému K. lactis také
nebyly protedzy ziskany. Je mozné, ze proteazy byly Spatné sloZzeny nebo byly v médiu

nestabilni.
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